Studio del dispiegamento della proteina Flavodossina

tramite misure di spettroscopia di forza ad alta risoluzione temporale
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La Biofisica concilia l’approccio prettamente quantitativo della Fisica con quello prevalentemente de-
scrittivo della Biologia. Un terreno comune in cui le idee e le intuizioni della Fisica emergono pienamen-
te nell’analisi dei sistemi biologici sono gli studi che prendono in considerazione una singola molecola
volta per volta. Questo tipo di esperienze, che chiameremo nel corso di questa tesi SMEs, sigla che si
riferisce all’inglese single molecule experiments, rappresenta ad oggi lo strumento più utile per indagare
le proprietà intrinseche delle biomolecole quali DNA, RNA e proteine. L’obiettivo primario è infatti
quello di caratterizzare le funzionalità dei principali costituenti degli organismi viventi e della chimica
della vita. Nel nostro caso, ci concentreremo sulle proprietà elastiche di una catena polipeptidica che
prende il nome di Flavodossina.
In che cosa si contraddistinguono gli SMEs? Cosa li rende così profondamente utili in questo ambito
della ricerca scientifica? Siamo abbastanza convinti che sarebbe molto più "semplice", o per meglio
dire "intuitivo", magari in termini di tempo di presa dati, realizzare un esperimento nel quale si pren-
dono in esame una grande quantità di molecole, dello stesso tipo, secondo un approccio direttamente
mutuato dalla termodinamica, la quale risulta spesso vincente nel caso in cui si vogliano determinare le
caratteristiche del comportamento d’insieme di molte particelle o in generale di costituenti comunque
sufficientemente piccoli. Ma chiaramente non è questo il caso. Infatti ci aspettiamo anche che ogni bio-
molecola segua un qualche "cammino" (in inglese pathway) tra i diversi livelli energetici all’interno di
quello che impareremo a chiamare Free Energy Landscape (FEL). Ma pensiamo anche che non tutte le
biomolecole seguano questo cammino allo stesso modo, ovvero potremmo supporre che esistano diversi
percorsi tra due stati di energia del FEL. In poche parole ogni biomolecola del nostro esperimento sarà
inevitabilmente soggetta a delle proprie fluttuazioni rispetto al comportamento d’insieme, fluttuazioni
che, accontentandoci di una trattazione media del sistema, chiaramente verrebbero assorbite da quelle
di tutte le altre biomolecole dell’insieme. Il problema sorge dal momento in cui in Biofisica siamo inte-
ressati proprio a queste fluttuazioni, nel senso che ad esempio vorremmo poter riconoscere l’esistenza
di "cammini privilegiati" che collegano stati diversi del FEL e discriminarli da altri eventualmente "im-
possibili". Questo ci porta inevitabilmente a bocciare l’approccio degli esperimenti d’insieme, e muove
la ricerca riguardo a metodi per determinare i parametri delle singole molecole, gli SMEs appunto.
Gli esperimenti di singola molecola di cui discuteremo in questa tesi sono stati realizzati usando lo
strumento di Optical Mini-Tweezers, impiegate nello specifico per realizzare esperimenti di spettrosco-
pia di forza ad alta risoluzione temporale su singole proteine di Flavodossina. La Flavodossina è una
proteina coinvolta in processi di ossidoriduzione e lo studio presentato in questa tesi mira a mettere
in risalto l’eventuale presenza di stati intermedi nel processo di apertura (denaturazione) di questo
sistema biologico. La tesi è strutturata come segue:
• Nel primo capitolo viene fatto un rapido confronto tra le varie tecniche ad oggi maggiormente
usate per realizzare esperimenti di singola molecola;
• Nel secondo capitolo vengono presentati i principi fisici alla base dell’intrappolamento ottico e lo
strumento di pinzette ottiche usato per l’acquisizione dei dati presentati in questa tesi;
• Nel terzo capitolo viene presentato il sistema biologico in esame e il modello teorico del Worm
Like Chain, che permette di descriverne le principali proprietà elastiche;
• Nel quarto capitolo vengono presentati i risultati di spettroscopia di forza relativi all’apertura








CAPITOLO 2. PINZETTE OTTICHE 2.1. INTRAPPOLAMENTO OTTICO
gaussiano, questo significa che l’intensità possiede un picco centrale e decresce gradualmente dal centro
allontanandoci dall’asse di propagazione. Se l’intensità è maggiore significa che il fattore nλ deve essere
maggiore sul picco della gaussiana. Delle due forze che agiscono sulla biglia colpita dal raggio luminoso,
la forza di scattering agisce lungo la direzione di propagazione êp, mentre la forza di gradiente costringe
la biglia a restare presso la zona dove l’intensità è maggiore, nel nostro caso corrispondente al centro
del fascio.
2.1.2 Regime di Rayleight
Forza di scattering L’espressione della forza di scattering può essere ricavata direttamente dalla
nozione di pressione di radiazione (Prad) per cui: Fscatt = Prad · σ in cui Prad =
nm〈S〉
c
; nm è l’indice
di rifrazione del mezzo, 〈S〉 rappresenta il modulo del vettore di Poynting il quale corrisponde a sua
volta all’intensità incidente Iinc del fascio, σ è la sezione d’urto tra fascio luminoso e biglia e data la















dove nel passaggio abbiamo sostituito l’espressione del numero d’onda k = λ/2π, m rappresenta il
rapporto dei coefficienti di rifrazione di biglia e mezzo: m = nb/nm. Sostituendo nella espressione











Forza di gradiente Possiamo ricavare un’espressione per ~Fgrad a partire dalla nozione della forza
elettrostatica che agisce su un dipolo elettrico (a questo proposito occorre ricordare che la biglia
intrappolata è dielettrica), per cui avremo che il momento di dipolo elettrico è ~p = α · ~E, dove α
rappresenta la polarizzabilità del materiale di cui è fatta la sferetta, nel nostro caso vale:






Ricordando che per un dipolo elettrico la forza è data da ~F = (~p ∇) ~E e, data la simmetria del sistema,
sfruttando un sistema di coordinate cilindriche si ottiene per la forza di scattering la stessa espressione













Per m > 1, nb > nm, la biglia viene spinta dalla forza gradiente verso il centro del fascio perché,
stando all’ipotesi di fronte d’onda gaussiano, è lì che l’intensità è maggiore, altrimenti (m < 1) la
biglia scapperebbe via dal fascio decretando il fallimento del processo d’intrappolamento.
Sebbene le precedenti considerazioni siano ottenute in regimi differenti rispetto a quello in cui in realtà
operiamo nel nostro esperimento, si dimostra che i risultati ai quali giungiamo tramite la trattazione
appena esposta restano validi con buona approssimazione anche nel regime intermedio.
Non solo, per una trappola ottica generata da un singolo fascio avremo bisogno di una lente a grande
apertura numerica (NA) affinchè il raggio sia ben focalizzato e le forze di gradiente possano prevalere
su quelle di scattering. Nel nostro caso invece, la configurazione dell’apparato prevede che l’intrap-
polamento della biglia avvenga usando un sistema di due fasci contropropaganti, questo significa che,
nell’equazione della dinamica della biglia ~Ftot = ~Fscatt + ~Fgrad, le forze di scattering relative a ciascun







CAPITOLO 3. SISTEMA BIOLOGICO 3.2. WLC MODEL






A(β(s))2 +B(u(s))2 + C(ω(s))2 + 2D u(s) ω(s)
]
ds (3.1)
con gli opportuni coefficienti dati dalle costanti fenomenologiche A, B, C, D.
Nel caso di esperimenti di pulling come il nostro, i termini di allungamento e piegamento prevalgono su
quelli di torsione, quindi trascureremo quest’ultimo nel seguito della trattazione ponendo idealmente
ω(s) = 0. Decidiamo inoltre di non tenere conto neanche dei possibili effetti di allungamento della
catena, cioè consideriamo il polimero come inestensibile.
Il contributo di piegamento è proporzionale al quadrato della variazione del vettore tangente, la quale





















Il termine di piegamento lungo la direzione di tiraggio si scrive come:
dEa(s)
ds
= −F cos θ(s) (3.3)
dove θ(s) è l’angolo formato dalla direzione della forza di trazione e quella del tratto infinitesimo ds.



















− F cos θ(s)
]
ds (3.4)
dove L0 = N · daa è la lunghezza al contorno della "corda" polimerica (proteina), definita come il
massimo valore di lunghezza possibile per la corda, ottenuto sommando le distanze dei monomeri
(amminoacidi) che la compongono, infatti N rappresenta il numero di legami peptidici mentre daa e
la lunghezza media del legame.























Spieghiamo i termini che compaiono nell’Eq. 3.5. Nel membro di mezzo, β = 1/kBT è il fattore di
Boltzmann, g(~t) rappresenta la variabile su cui effettuare l’integrazione nello spazio dei cammini che
collegano il punto ~t(s = 0) = ~t0 con il punto ~t(s = L0) = ~t1, situati sulla superficie di una sfera di
raggio unitario.
L’ultimo membro rappresenta un modo equivalente di esprimere la funzione Z(L0, F,~t0,~t1) di partizione









− α cos θ (3.6)
α = βLpF dove Lp definita da Lp = A/kBT è detta lunghezza di persistenza e rappresenta la distanza
entro la quale i vettori tangenti ~t restano correlati, ovvero corrisponde alla distanza al di sotto della
quale la catena può essere considerata rigida.
Ottenuta un’espressione per ĤWLC , possiamo risolvere l’equazione agli autovalori
ĤWLC Ψn = εn Ψn, dove gli εn rappresentano gli autovalori e le Ψn le autofunzioni ad essi relative.
Nella pratica L0  Lp, questo giustifica l’utilizzo di metodi perturbativi nella risoluzione dell’equazione
appena citata e ci consente di considerare il solo contributo dello stato fondamentale ε0, ed eventual-
mente aggiungere elementi correttivi fino ad un certo ordine a seconda della risoluzione ricercata. Il
problema consiste quindi nel risolvere l’equazione per lo stato fondamentale, di cui adesso cerchiamo
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3.2. WLC MODEL CAPITOLO 3. SISTEMA BIOLOGICO





L’energia libera (di Gibbs) è calcolabile a partire dalla funzione di partizione come: G = kBT lnZ. Per
la relazione di Eulero G = U +PV −TS, con ovvi significati per le grandezze in gioco. Nel nostro caso
converrà scriverla in termini di coordinate infinitesime dove possiamo mettere in evidenza il fattore di




















Di conseguenza si ha un espressione per l’equazione agli autovalori nel modello WLC per lo stato










Ψ0(θ) = −(α cos θ + ε0)Ψ0(θ) (3.10)
In cui occorre imporre le condizioni al contorno per θ = 0 e θ = π. Siano Ψa e Ψb due soluzioni per
l’equazione agli autovalori 3.10 rispettivamente nell’intorno di 0 e π, allora per ottenere una soluzione
definita su tutto l’intervallo I = ]0;π[ bisogna imporre il soddisfacimento della continuità della funzione











L’equazione 3.11 si risolve utilizzando opportuni metodi iterativi.
Andando a ritroso risolvendo la catena di uguaglianze in 3.9 emerge una relazione tra la forza esercitata





















dove i coefficienti ai possono essere considerati nulli o pari a a2 = −0.5164228, a3 = −2.737418,
a4 = 16.07497, a5 = −38.87607, a6 = 39.49944 e a7 = −14.17718. I coefficienti sono dati dai termini
correttivi (fino al settimo ordine) aggiunti da Bouchiat et al. nel 1999 [2]. La formula che non tiene
conto dei termini correttivi in questione era infatti già stata introdotta da Bustamante et al. in un
articolo del 1994 [3]. Assumendo la trattazione secondo il modello WLC, useremo la espressione in
(3.12), trascurando gli ordini successivi al primo, per interpolare i dati.
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4.1. ANALISI DI UNA TIPICA CURVA DI UNFOLDING CAPITOLO 4. ESPERIMENTO
λ(f) = xh(f) + xb(f) + xF lav.(f) (4.1)
In Fig. 4.1(b) si vede che muovendo la trappola ottica si varia la distanza tra quest’ultima e la biglia
nella micropipetta di una quantità ∆λ. Nell’approssimazione in cui la proteina si comporti in maniera
















Dove keff è la costante elastica efficace del sistema Flavodossina + maniglie + biglie. Il suo inverso è
la somma delle rigidezze delle singole componenti del sistema.
Ricaviamo ∆λ come sottrazione membro a membro delle Eq. 4.1 scritte nel caso in cui la proteina si
trovi nello stato Nativo piuttosto che nello stato Unfolded:
λfin.(f) = xh(f) + xb(f) + x
U
Flav.(f)
λini.(f) = xh(f) + xb(f) + x
N
Flav.(f)
Poiché nel range di forze di tiraggio a cui il sistema è sottoposto, la rigidezza della biglia e delle maniglie
di DNA è molto maggiore rispetto a quella della proteina, queste non risentiranno della forza applicata
e si avrà quindi xh,fin.(f) = xh,ini.(f) = xh(f) e xb,fin.(f) = xb,ini.(f) = xb(f). Arriviamo quindi alla
conclusione che, nota la xNFlav.(f) della proteina, possiamo ricavare la sua estensione x
U
Flav.(f) nello
stato Unfolded semplicemente sommando la variazione di distanza tra la micropipetta e l’equilibrio
della trappola ottica.

















Dove d = 2.1 nm rappresenta le dimensioni della proteina ripiegata (ottenuta da studi cristallografici)
mentre kBT ≈ 4.12 · 10
−21 J = 4.12 pN× nm è l’inverso del fattore β di Boltzmann a temperatura
ambiente T = 25° C, f invece esprime la forza alla quale è avvenuto il rilassamento del sistema, cioè
la rottura dei legami peptidici della biomolecola in esame.
Riepilogando quanto visto fino ad adesso, possiamo sostituire le espressioni in Eq. 4.4 e in Eq. 4.2














L’espressione di sopra dipende dalla costante elastica keff , dal "salto di forza" ∆f subito dal sistema
in seguito al passaggio dallo stato ripiegato N a quello disteso D, e dalla forza al quale questo passaggio
è avvenuto. Si tratta quindi di sfruttare misure di forza e di estensione del sistema al variare del tempo
per ottenere i suddetti parametri, da cui poter ricavare poi l’estensione della proteina aperta. Questo
genere di misure sono riassunte in curve di unfolding in cui la proteina viene ciclicamente sottoposta
a misure di allungamento tra 1 e 30 pN e lasciata rilassare per 2 secondi alla forza più bassa prima di
ripartire al ciclo successivo, come si vede in Fig. 4.2. In essa è apprezzabile il "salto di forza" di cui
stiamo discorrendo, segno che il sistema si è ripiegato una volta che la forza esercitata è stata ridotta
fino a 1 pN.
La curva può apparire rumorosa, specialmente per le forze più basse, questo è essenzialmente dovuto
al moto Browniano della biglia nella trappola ottica, che può risultare più o meno smorzato a seconda
della presenza della proteina o dell’intensità della forza applicata al sistema. Inoltre, il rumore è accen-
tuato dall’aver introdotto per questo esperimento un campionamento ad alta frequenza (ν = 50 kHz)





4.3. PROBABILITÀ DI SOPRAVVIVENZA CAPITOLO 4. ESPERIMENTO
N −→ U con la corrispondente apertura di tutti e 170 gli amminoacidi che compongono la proteina
(freccia continua e sottile in Fig. 4.6). Questo caso corrisponde alla presenza di un unico salto di
forza nella curva di unfolding, cioè all’apertura della proteina in un’unica fase. Nel nostro caso, questa
tipologia di transizione si è presentata nel 38 % delle curve di unfolding esaminate. In un solo caso
dei 48 totali abbiamo invece osservato lo stato intermedio I2 dopo l’apertura di 120 legami peptidici,
mentre i restanti vengono aperti nel passaggio da stato Intermedio ad Unfolded. Una possibile inter-
pretazione dei risultati ottenuti può essere quella riportata nel seguito. La struttura della Flavodossina
è costituita di una zona centrale con legami più forti in cui sono presenti 5 β-sheet allineati tra di loro
e una zona esterna più debole, che a partire dal terminale C è costituita da una α elica e un loop
(parte azzurra in Fig. 3.1). Questa parte più debole consta di 50 amminoacidi ed è plausibile che sotto
l’azione di una forza di tiraggio prima cedano i legami di questa sezione della proteina, provocando
l’apertura di 50 amminoacidi, e poi si assista alla denaturazione dei rimanenti 120 amminoacidi.
Riepilogando, riconosciamo che la proteina di Flavodossina possa trovarsi in ben determinate confor-
mazioni per lo stato Intermedio, vale a dire che in questo stato o possiede 50 legami aperti oppure ne
possiede 120. Perciò dato che nella proteina in esame si possono aprire 50 oppure 120 legami peptidici
alla volta, associamo rispettivamente queste due possibilità di apertura alle curve blu e verde in Fig.
4.4. In Tab. 4.1 si riportano i risultati del fit, cioè della stima finale di N per ciascuna curva e della
compatibilità con il risultato previsto secondo la struttura della proteina.
N sper. N th. λ
WLCblu 63± 3 50 4.3 (incompatibile)
WLCverde 120± 8 120 0.01 (eccellente)
Tabella 4.1: Risultato del fit dei dati sperimentali con il modello WLC
I risultati riportati in Tabella manifestano una forte incompatibilità per quanto riguarda il primo
salto, quello relativo alla rottura di 50 legami peptidici: possiamo spiegare questa incompatibilità con
la difficoltà di determinare correttamente nel caso di salti così piccoli la differenza di forza tra lo stato
Nativo ed Intermedio a causa del rumore presente nella curva di unfolding, nel senso che sicuramente
in questo caso l’errore ha influito in maniera relativamente significativa sulla stima dell’incertezza sulla
differenza in forza tra i due stati con ripercussioni sui dati del fit, lo si vede anche dall’estensione
delle barre d’errore per la curva blu. A proposito bisognerebbe anche tenere conto che disponiamo
di pochi dati, in quanto i dati interpolati sono stati ripuliti di diversi outliers dalla distribuzione, per
cui dovremmo tenere presente che con qualche elemento in più la stima di N sarebbe potuta cambiare
in maniera determinante. Nel caso della curva verde i valori di compatibilità sono molto buoni e
rimuovono qualsiasi dubbio circa la corretta stima del livello di forza in cui lo stato Intermedio vive
rispetto allo stato Unfolded o nell’unico caso in cui lo stato Nativo ed Intermedio distino di 120 legami
peptidici di differenza (salto più ampio in forza).
4.3 Probabilità di sopravvivenza
La forza di rottura, vale a dire quella applicata alla Flavodossina al momento della transizione dallo
stato ripiegato a quello (parzialmente) disteso non è fissato e cambia per ciascuna curva di unfolding.
Definiamo probabilità di sopravvivenza la quantità:




dove N(fU < f) rappresenta il numero di curve di unfolding in cui la cosiddetta "forza di rottura" fU
è minore di un dato valore di forza f . NU rappresenta invece il numero di curve di unfolding analizzate
nel totale.
Trasferendoci al caso continuo possiamo definire un’opportuna distribuzione di probabilità ρ(fU ) per
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Considerazioni conclusive
L’obiettivo dell’elaborato è stato quello di stimare il numero di legami peptidici aperti in processi di un-
folding della proteina Flavodossina e individuare le corrette modalità di apertura della catena proteica.
A questo proposito lo strumento delle Optical Mini-Tweezers è stato implementato opportunamente
per poter eseguire misure di spettroscopia di forza con un campionamento ad alta frequenza (50 kHz)
necessario per l’individuazione del livello di forza corrispondente allo stato Intermedio a partire dal-
l’osservazione della curva di unfolding per ciascun evento considerato.
L’esperimento di pulling di singola molecola eseguito con l’utilizzo dello strumento delle pinzette otti-
che, di cui abbiamo trattato nel corso di questa tesi, ha consentito di riconoscere per la Flavodossina
tre differenti tipologie di "salto" di forza, le quali corrispondono a un differente numero di legami
peptidici aperti durante le tre diverse modalità di dispiegamento per la proteina in esame e di fornirne
una stima quantitativa sfruttando il modello del Worm Like Chain in cui abbiamo ipotizzato che la
proteina fosse inestensibile e non potesse torcersi attorno al proprio asse.
In Tab. 4.2 riepiloghiamo i principali risultati dell’analisi dati eseguita sulla proteina Flavodossina.
N −→ U Lp = (0.080± 0.07) nm daa = (0.41± 0.08)pN
N −→ I1 −→ U NN−→I1 = 63± 3 NI1−→U = 120± 8
N −→ I2 −→ U NN−→I2 = 120± 8 NI2−→U = 63± 3
Tabella 4.2: Tabella riassuntiva dei risultati ottenuti
Si è visto quindi che con maggiore probabilità (59 %) la proteina si apre in due fasi, prima in un
dispiegamento di circa 60 amminoacidi e poi con la successiva apertura dei rimanenti 120 amminoaci-
di. Si sono comunque potute osservare transizioni dirette tra lo stato nativo e quello aperto, con una
probabilità di circa il 38 %, mentre la transizione che prevede la prima rottura di 120 amminoacidi e
la successiva di 60 amminoacidi è risultata poco favorita. Prospettive future di questa tesi riguardano
la realizzazione di esperimenti simili a diverse velocità di tiraggio, per verificare se le probabilità di
transizione osservate sono più o meno influenzate dalla velocità con cui la proteina viene sottoposta a
pulling, così come la realizzazione di esperimenti a frequenza di campionamento maggiore (possibilmen-
te 100 kHz o oltre) per avere conferma che le transizioni dirette osservate siano tali e non transizioni
caratterizzate piuttosto da uno stato intermedio con vita insufficientemente lunga da essere osservata.
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